
 
 

 

 

 

 

 

 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

FACULTAD DE MEDICINA 

BIOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

 

PROTEÍNAS ENDOMETRIALES INDUCIDAS POR LA ANTICONCEPCIÓN DE 

EMERGENCIA QUE MODULAN LA FUNCIÓN ESPERMÁTICA EN HUMANO 

 

 

TESIS 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS  

 

PRESENTA: 

GABRIELA HERNÁNDEZ SILVA 

 

                              TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MAYEL DEL VALLE CHIRINOS ESPÍN 
                                                                          FACULTAD DE MEDICINA, UNAM 
 
                                         COMITÉ TUTOR: DRA. LAURA ELENA DÍAZ CUETO 
                                                  FACULTAD DE MEDICINA, UNAM 

                             DRA. LETICIA MORALES LEDESMA 
                             FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM 

                                             
   

MÉXICO, D.F.  NOVIEMBRE, 2014 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

FACULTAD DE MEDICINA 

BIOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

 

PROTEÍNAS ENDOMETRIALES INDUCIDAS POR LA ANTICONCEPCIÓN DE 

EMERGENCIA QUE MODULAN LA FUNCIÓN ESPERMÁTICA EN HUMANO 

 

 

TESIS 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS  

 

PRESENTA: 

GABRIELA HERNÁNDEZ SILVA 

 

                              TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MAYEL DEL VALLE CHIRINOS ESPÍN 
                                                                          FACULTAD DE MEDICINA, UNAM 
 
                                         COMITÉ TUTOR: DRA. LAURA ELENA DÍAZ CUETO 
                                                  FACULTAD DE MEDICINA, UNAM 

                             DRA. LETICIA MORALES LEDESMA 
                             FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM 

                                             
   

MÉXICO, D.F.  NOVIEMBRE, 2014 



 

Ci encias 

Dr. Isidro Ávila Martinez 
Director General de Administración Escolar, UNAM 
Presente 

COORDINACiÓN 

Me permito informar a usted que el Subcomité de Biología Experimental y Biomedicina del 
Posgrado en Ciencias Biológicas, en su sesión ordinaria del dia 01 de septiembre de 2014, aprobó 
el jurado para la presentación de su examen para obtener el grado de MAESTRA EN CIENCIAS 
BIOLÓGICAS de la alumna HERNÁNDEZ SILVA GABRIEL A con número de cuenta 406013949. 
con la tesis titulada "PROTEíNAS ENDOMETRIALES INDUCIDAS POR LA ANTICONCEPCIÓN 
DE EMERGENCIA QUE MODULAN LA FUNCiÓN ESPERMÁTICA EN HUMANO" . realizada bajo 
la dirección de la ORA. MAYEL DEL VALLE CHIRINOS EspíN: 

Presidente: 

Vocal: 

Secretario: 

Suplente: 

Suplente: 

oR. ENRIQUE OTHON HERNÁNoEZ GONZÁLEZ 

DRA. ELENA ZAMBRANO GONZÁLEZ 

ORA LAURA ELENA DiAl CUETO 

DR. FERNANDO LARREA GALLO 

ORA MARiA ELENA AYALA ESCOBAR 

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo. 

Atentamente 
" POR MI RAlA HABLARÁ EL EspíRITU" ~ CIENCI"l.s-

Cd. Universitaria, D.F., a 06 de noviembre de 20140 ~ ~O 
Q ?: 

~ ~ 
f\'ULo~ E 

DRA. MARíA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA 
COORDINADORA DEL PROGRAMA 

COORDINACiÓN 

Unidad de Posgrado· Coordinación del Posgrado en Ciencias Biológicas Edificio B, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria 
Delegación Coyoacán C.P. 04510 México, D.F. Te!. 5623 7002 http://pcbio!.posgrado.unam.mx 



 

AGRADECIMIENTOS 

 

 

 

Al Posgrado en Ciencias Biológicas de la UNAM por la realización de esta tesis de 

maestría. 

 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología por la beca otorgada para este trabajo 

de investigación (No. de registro 280482) y por la financiación parcial del mismo por 

parte del proyecto SEP-2010-C01-154923. 

 

A la Dra. Mayel Chirinos Espín por el tiempo dedicado a la realización de este 

proyecto y a mi formación profesional. 

 

A la Dra. Laura Elena Díaz Cueto y a la Dra. Leticia Morales Ledesma que fueron 

parte del comité tutor que supervisó el desarrollo de este trabajo de tesis. 

 

A lo miembros del jurado: 

Dra. Laura Díaz Cueto 

Dra. María Elena Ayala Escobar 

Dra. Elena Zambrano González 

Dr. Enrique Othón Hernández González  

Dr. Fernando Larrea Gallo 

Por sus aportaciones para el desarrollo de esta tesis. 



 

AGRADECIMIENTOS A TÍTULO PERSONAL 

 

 

 

 

 

 

A mis papás 

A mi hermana 

A mi familia 

A mis amigos 

A mis compañeros de laboratorio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ÍNDICE 

 
Índice de figuras……………………………………………………………………… I 

Índice de tablas……………………………………………………………………… II 

Abreviaturas………………………………………………………………………… III 

Resumen………………………………………………………………………………. 1 

Abstract…………………………………………………………………………... 2 

1. Introducción……………………………………………………………………….. 3 

 1.1. Levonorgestrel como anticonceptivo de emergencia………………......... 4 

 1.2. El endometrio…………………………………………………………………. 6 

 1.3. Secreciones uterinas…………………………………………………………. 9 

 1.4. Fisiología del espermatozoide………………………………………………. 10 

 1.5. Papel de las secreciones uterinas y oviductales en la fisiología del 

espermatozoide………………………………………………………………....... 

  
13 
 

2. Justificación……………………………………………………………………….. 16 

3. Hipótesis……………………………………………………………………………. 17 

4. Objetivo general…………………………………………………………………… 17 

 4.1. Objetivos específicos………………………………………………………… 17 

5. Material y métodos……………………………………………………………...... 18 

 5.1. Material biológico……………………………………………………………... 18 

 5.2. Procesamiento de los lavados uterinos   ………………………………….. 19 

 5.3. Análisis de carbohidratos presentes en las proteínas de los lavados 

uterinos………................................................................................................ 

 

19 

            5.3.1. Lectin-ELISA………………………………………………………... 19 

            5.3.2. Lectin-Blot…………………………………………………………… 20 

 5.4. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)…………. 20 

 5.5. Electroforesis bidimensional (2-DE)………………………………………... 20 

 5.6. Identificación de proteínas…………………………………………………... 21 

 5.7. Western blot…………………………………………………………………… 22 

 5.8. Procesamiento de muestras de semen……………………………………. 22 

 5.9. Evaluación del efecto de proteínas endometriales sobre la función  



espermática………………………………………………………………………… 23 

            5.9.1. Movilidad espermática…………………………………………… 23 

            5.9.1. Fosforilación de tirosinas………………………………………… 23 

            5.9.1. Reacción acrosomal……………………………………………….. 24 

 5.10. Inmunofluorescencia……………………………………………………….. 24 

 5.11. Análisis estadístico………………………………………………………….. 25 

6. Resultados………………………………………………………………………….  26 

 6.1. Identificación de carbohidratos presentes en las proteínas de 

secreciones endometriales ……………………………………………………… 

 

26 

 6.2. Caracterización de proteínas de secreciones endometriales mediante 

SDS-PAGE y 2-DE......................................................................................... 

 

28 

 6.3. Análisis proteómico de los lavados uterinos………………………………. 29 

 6.4. Secuenciación de proteínas…………………………………………………. 32 

 6.5. Presencia de lactoferrina en lavados uterinos…………………………….. 35 

 6.6. Efecto de la lactoferrina sobre la función espermática…………………… 37 

 6.7. Unión de la lactoferrina al espermatozoide…………………….. 39 

 6.7. Presencia de glicodelina A en lavados uterinos…………………….......... 40 

 6.8. Efecto de glicodelina A sobre la función espermática…………………… 42 

7. Discusión…………………………………………………………………………… 46 

8. Conclusiones………………………………………………………………………. 50 

9. Bibliografía…………………………………………………………………………. 51 

Apéndice 1: Composición de medios y soluciones empleadas…………….. 59 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ÍNDICE DE FIGURAS 
 

Fig. 1.1. Relación entre el intervalo de tiempo del coito sin protección y la 

administración del levonorgestrel en la tasa de embarazo……………………….. 

 

7 

Fig. 1.2. Hormonas en el ciclo menstrual, desarrollo folicular y crecimiento 

endometrial.……………………………………………………………………………. 

 

10 

Fig. 1.3. Estructura del espermatozoide humano………………………………….. 13 

Fig. 1.4. Interacción del espermatozoide con el ovocito………………………….. 15 

Fig. 5.1. Esquema temporal de la administración del levonorgestrel y la 

obtención de los lavados uterinos…………………………………………………… 

 

20 

Fig. 6.1. Análisis de carbohidratos presentes en lavados uterinos CTR y LNG 

de una donante mediante Lectin-ELISA.………………………………………........ 

 

28 

Fig. 6.2. Análisis de carbohidratos presentes en lavados uterinos CTR y LNG 

mediante Lectin-blot………………………………………………………………… 

 

30 

Fig. 6.3. Caracterización de proteínas de lavados uterinos de una donante 

mediante electroforesis.…………………………………………………………….. 

 

31 

Fig. 6.4. Análisis de proteínas de secreciones endometriales por medio de 

geles bidimensionales..……………………………………………………………… 

 

32 

Fig. 6.5. Proteínas de secreciones endometriales seleccionadas para 

secuenciar……………………………………………………………………………… 

 

34 

Fig. 6.6. Identificación de lactoferrina en secreciones endometriales en SDS-

PAGE…………………………………………………………………………………… 

 

37 

Fig. 6.7. Identificación de lactoferrina de secreciones endometriales en geles 

bidimensionales.………........................................................................................ 

 

38 

Fig. 6.8. Efecto de lactoferrina sobre la movilidad de espermatozoides………… 39 

Fig. 6.9. Efecto de lactoferrina sobre la fosforilación en tirosinas de proteínas 

espermáticas………………………………………………………………………….. 

 

40 

Fig. 6.10. Efecto de lactoferrina sobre la reacción acrosomal espontánea e 

inducida por ionóforo de calcio…………………………......................................... 

 

41 

Fig. 6.11. Distribución de la lactoferrina en espermatozoides…………………….  42 

Fig. 6.12. Identificación de glicodelina A en secreciones endometriales en  

I 



SDS-PAGE…………………………………………………………………………….. 43 

Fig. 6.13. Identificación de glicodelina A de secreciones endometriales en 

geles bidimensionales……………………………………………………………….. 

 

44 

Fig. 6.14. Efecto de glicodelina A sobre la movilidad de 

espermatozoides………………………………………………………………………. 

 

43 

Fig. 6.15. Efecto de glicodelina A sobre la fosforilación en tirosinas de 

proteínas espermáticas………………………………………………………………. 

 

46 

Fig. 6.16. Efecto de glicodelina A sobre la reacción acrosomal espontánea e 

inducida por ionóforo de calcio………………....................................................... 

 

47 

 

 

 

 

ÍNDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1.1. Tabla 1.1. Tasa de embarazo observada con diferentes métodos de 

anticoncepción de emergencia de acuerdo al intervalo de tiempo entre el coito 

sin protección y el tratamiento……………………………………………………….. 

 

 

6 

Tabla 5.1. Protocolo de isoelectroenfoque…………………………………………. 23 

Tabla 6.1. Análisis de cambios en las proteínas de lavados uterinos por el 

tratamiento con levonorgestrel por medio del software PD Quest………………. 

 

33 

Tabla 6.2. Identificación de proteínas de lavados uterinos identificadas por 

espectrometría de masas. …………………………………………………………… 

 

44 

 

 

 

 

 

II 



ABREVIATURAS 
 

2-DE Electroforesis en geles bidimensionales 

AAA Aglutinina de Aleuria aurantia  

AMPc Adenosin monofosfato cíclico 

BCA Ácido bicinconínico 

BSA Albúmina sérica bovina 

CaI Ionóforo de calcio (A23187) 

Con A Concavalina A 

DBA Aglutinina de Dolichos biflorus  

ELISA Ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas 

ERO  Especies reactivas de oxígeno 

FITC Isiotiocianato de fluoresceína 

GdA Glicodelina A 

GPx Glutatión peroxidasa 

H2O2 Peróxido de hidrógeno  

HRP Enzima peroxidasa de rábano  

HTF Fluido tubárico humano  

Jac Jacalina - Artocarpus integrifolia 

LC-MS Espectrometría de masas por cromatografía de líquidos 

LF Lactoferrina 

LH Hormona luteinizante 

LNG Levonorgestrel 

LU Lavados uterinos 

NCBI Centro Nacional de Información Biotecnológica, NIH, EE.UU. 

O.M.S. Organización Mundial de la Salud 

OPD Ortofenilendiamina  

PBS Solución amortiguadora de fosfatos  

pI Punto isoeléctrico  

PM Peso molecular 

PNA Aglutinina de Arachis hypogaea 

III 



PSA Aglutinina de Pisum sativum 

RA Reacción acrosomal 

RCA 120 Aglutinina de Ricinus communis 

SABP Proteína de unión al ácido siálico  

SBA Aglutinina de Glycine max 

SDS-PAGE Electroforesis en condiciones desnaturalizantes 

SOD Superóxido dismutasa 

TBS Solución amortiguadora de tris  

UEA Aglutinina de Ulex europaeus 

WGA Aglutinina de Triticum vulgaris  

ZP Zona pelúcida 

  

 

 

IV 



1 

 

RESUMEN 
 
 

La anticoncepción de emergencia es el tratamiento que pueden utilizar las mujeres 

para evitar un embarazo después de un coito sin protección. El método más 

utilizado es la administración de 1.5 mg de levonorgestrel hasta 5 días post-coito. 

Esta progestina inhibe la ovulación cuando su ingesta ocurre durante la fase 

folicular temprana y media del ciclo menstrual, pero se desconoce su mecanismo de 

acción durante la fase folicular tardía y la ovulación. Trabajos previos señalan que la 

administración del levonorgestrel en la fase periovulatoria induce cambios en la 

secreción de proteínas endometriales que pueden alterar algunas variables de la 

fisiología espermática, pero esas proteínas aún no han sido identificadas. Debido a 

esto, el objetivo de esta tesis fue estudiar los cambios en las proteínas secretadas 

por el útero de mujeres derivados por la administración de levonorgestrel a la dosis 

utilizada en anticoncepción de emergencia y determinar si las proteínas 

identificadas modulan la función espermática en humanos. Para ello, lavados 

uterinos obtenidos en la fase periovulatoria de un ciclo control y otro tratado con 

levonorgestrel se caracterizaron por medio de electroforesis en geles 

bidimensionales y se analizaron para determinar las proteínas que cambiaron por el 

tratamiento. Las proteínas de interés se identificaron por medio de espectrometría 

de masas y posteriormente se emplearon para evaluar su efecto sobre la movilidad, 

la fosforilación en tirosinas y la reacción acrosomal de espermatozoides humanos. 

Los resultados mostraron que el levonorgestrel provocó el aumento de 7 proteínas y 

la disminución de 26. Una de las proteínas que aumentó con el tratamiento fue la 

lactoferrina, la cual no tuvo efectos sobre la movilidad pero inhibió la fosforilación en 

tirosinas y el porcentaje de espermatozoides con reacción acrosomal inducida por 

ionóforo de calcio. Por otra parte, la glicodelina A también aumentó con el 

levonorgestrel, si bien esta proteína no afectó ninguna de las variables espermáticas 

evaluadas a las concentraciones empleadas. Estos resultados sugieren que el 

levonorgestrel induce cambios en la secreción de proteínas endometriales con 

consecuencias negativas para la interacción de gametos y por ende para la 

fecundación.   
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ABSTRACT 

Emergency contraception is the treatment that women can use to prevent pregnancy 

after unprotected intercourse. The most commonly used method is the 

administration of 1.5 mg of levonorgestrel until 5 days post-coitus. This progestin 

inhibits ovulation when intake occurs in early and mid follicular phase, but its 

mechanism of action during the late follicular phase and ovulation is unknown. 

Previous studies indicate that administration of levonorgestrel in the periovulatory 

phase induces changes in the secretion of endometrial proteins that can modify 

some sperm physiology variables, although those proteins have not been identified 

yet. Because of this, the aim of this work was to study changes in proteins secreted 

by the uterus of women as a result of the administration of levonorgestrel at the dose 

used in emergency contraception and determine whether the identified proteins 

modulate sperm function in humans. For this, uterine flushings obtained during the 

periovulatory phase of a control cycle and a levonorgestrel treated cycle were 

characterized by two dimensional electrophoresis gels and analyzed to determine 

proteins that changed with the treatment. The proteins of interest were identified by 

mass spectrometry and its effects on motility, tyrosine phosphorylation and 

acrosome reaction of human sperm were evaluated. The results showed that 

levonorgestrel caused the increase of 7 proteins and the decrease of 26. One 

protein that increased with treatment was lactoferrin, which did not affect motility but 

inhibited tyrosine phosphorylation and decreased the percentage of sperm with 

induced acrosome reaction. On the other hand, glycodelin A also increased with 

levonorgestrel but this protein did not affect any of sperm variables evaluated at 

tested concentrations. These results suggest that levonorgestrel induces changes in 

endometrial protein secretion with negative consequences for gamete interaction 

and therefore for fertilization. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La alta frecuencia de embarazos no deseados y de abortos en condiciones 

inseguras para la mujer representa un grave problema de salud pública a nivel 

mundial. La anticoncepción de emergencia constituye una alternativa para reducir 

esta problemática, por lo que entender  su mecanismo de acción es importante para 

su uso confiable. De acuerdo a la O.M.S., la anticoncepción de emergencia se 

define como el método que pueden utilizar las mujeres para prevenir un embarazo 

después de un coito sin protección [1]. 

 

Los compuestos empleados como anticonceptivos de emergencia han sido 

principalmente hormonas esteroides. Se utilizaron por primera vez en los años 20´s 

en la práctica veterinaria, al observar que la administración de estrógenos en perras 

y yeguas interfería con la gestación [2]. Posteriormente, en los años 60´s, se 

realizaron los primeros ensayos clínicos en seres humanos con el fin de evitar 

embarazos y posteriores abortos después de una violación. El esquema que se 

utilizaba era conocido como 5 x 5, el cual consistía en la administración de 5 mg de 

etinil estradiol por 5 días. Sin embargo, la administración de altas dosis de 

estrógenos generaba una alta incidencia de efectos secundarios como náuseas o 

fatiga entre las consumidoras [3].  

 

En la década de 1970, Yuzpe y colaboradores propusieron la combinación de  

estrógenos con un progestágeno como anticonceptivo de emergencia, a lo que 

llamaron método de Yuzpe. Este consistía en la administración de 100 µg de etinil 

estradiol y 500 µg de levonorgestrel, una progestina sintética análoga a la 

progesterona. Por medio de este esquema se impedía la implantación del embrión 

al provocar cambios en el endometrio. Debido a que el método de Yuzpe empleaba 

dosis más bajas de estrógenos en comparación con el esquema 5x5 se observó una 

disminución en la incidencia de efectos secundarios [4]. 

  



4 

 

Años más tarde, con el propósito de evitar los efectos anti-implantatorios que 

mostraba el método de Yuzpe, se realizaron protocolos en los cuales se 

administraban píldoras que contenían únicamente levonorgestrel, observándose que 

era capaz de inhibir la ovulación y por lo tanto disminuía la probabilidad de 

embarazo [5]. En estudios posteriores se mostró que el esquema del levonorgestrel 

era más eficaz que el método de Yuzpe en prevenir embarazos cuando se 

administraba en las 72 horas posteriores al coito sin protección [6] (Tabla 1.1). 

  

Tabla 1.1. Tasa de embarazo observada con diferentes métodos de 
anticoncepción de emergencia de acuerdo al intervalo de tiempo entre el 
coito sin protección y el tratamiento [6].  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

En años recientes, se han descrito otras alternativas en anticoncepción de 

emergencia, como el danazol, un esteroide sintético con acción androgénica débil 

que inhibe la secreción de gonadotropinas, o la mifepristona (RU486), un 

antigestágeno con efectos anti-implantatorios [2]. Sin embargo, en la actualidad el 

levonorgestrel es el método más utilizado por su alta eficacia y por su baja 

incidencia de efectos colaterales no deseados. 

 

1.1. Levonorgestrel como anticonceptivo de emergencia 

 
El levonorgestrel es una progestina sintética derivada del 19-nortestosterona que 

tiene gran afinidad por los receptores de progesterona y testosterona [7]. Sin 

embargo, se ha mostrado que uno de sus metabolitos, el 3β, 5α-levonorgestrel el 

cual es tetrahidro reducido en el anillo A, es capaz de activar los receptores α y β de 

estrógenos [8, 9].   

Intervalo coito-
tratamiento 

Embarazo/Total 
de mujeres 

Tasa de 
embarazo 

≤24h   

Yuzpe 9/459 2.0 

Levonorgestrel 2/450 0.4 

25-48 h   

Yuzpe 15/370 4.1 

Levonorgestrel 4/338 1.2 

49-72 h   

Yuzpe 7/150 4.7 

Levonorgestrel 5/187 2.7 
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Esta progestina se utiliza como anticonceptivo al ser administrada oralmente o al ser 

liberada vía dispositivo intrauterino o en implantes subdérmicos. Se ha mostrado 

que la liberación de 20 µg al día del dispositivo intrauterino tiene una eficacia 

cercana a la esterilización, con una tasa de embarazo de 0 a 0.2% [10], mientras 

que en los implantes, la liberación de 30 µg al día muestra una efectividad hasta por 

5 años [11]. 

 

Para que funcione como anticonceptivo de emergencia, el levonorgestrel se 

administra oralmente en dos dosis de 0.75 mg con 12 horas de separación o una 

dosis simple de 1.5 mg [12]. Se ha estimado que cuando se utiliza en las 72 horas 

posteriores a la relación sexual, la tasa de embarazo es del 4% y en el quinto día 

esta tasa aumenta un 10% [13] (Fig. 1.1). Esto demuestra que su eficacia disminuye 

a medida que incrementa el intervalo de tiempo entre la relación sexual y el 

tratamiento.   

  

 

Fig. 1.1. Relación entre el intervalo de tiempo del coito sin protección y la 

administración del levonorgestrel en la tasa de embarazo [13]. 

 

En diferentes investigaciones se ha demostrado que los efectos anticonceptivos del 

levonorgestrel sobre el aparato reproductor femenino varían según el momento del 

ciclo en que se administre. Su ingesta durante la fase folicular temprana y media 

inhibe la ovulación pero no así en la fase folicular tardía [14], por lo que se ha 

0

1

2

3

4

5

0 a 12 13 a 24 25 a 36 37 a 48 49 a 60 61 a 72

T
a
s
a
 d

e
 e

m
b
a
ra

z
o
 (

%
) 

Horas después del coito 



6 

 

propuesto que otros mecanismos podrían proporcionar la protección anticonceptiva 

observada en esta etapa, mismos que aún se desconocen.  A este respecto, se ha 

descrito que la administración de esta progestina tiene la capacidad de aumentar la 

densidad del moco cervical, lo que dificultaría el paso de los espermatozoides a la 

cavidad uterina y por ende a la trompa [15]. Por otra parte, diversos trabajos se ha 

mostrado que el levonorgestrel no tiene efectos anticonceptivos posteriores a la 

fecundación, en particular los relacionados con los mecanismos de implantación y 

post-implantación, por lo cual no se le puede considerar como un método abortivo 

[16, 17]. 

 

Otro mecanismo de acción propuesto es que el levonorgestrel podría tener efectos 

sobre la función espermática que comprometerían su capacidad para fecundar. Se 

ha demostrado que una concentración de 100 ng/ml altera algunos parámetros 

funcionales de movilidad [18] y que a concentraciones superiores a 200 ng/ml 

promueve la reacción acrosomal prematuramente, todo lo cual interfiere con la 

capacidad de fertilizar del espermatozoide [19]. Sin embargo, estudios fármaco-

cinéticos muestran que la concentración máxima en suero de levonorgestrel es de 

5-10 ng/ml, la cual se observa a las dos horas post-administración de 0.75 mg del 

fármaco con una vida media de 14.5 horas [20], lo que sugiere que el levonorgestrel 

per se difícilmente afecta la capacidad de fecundar de los espermatozoides cuando 

están en el tracto reproductor femenino. 

 

Por esta razón, se ha sugerido que el levonorgestrel podría modificar el patrón de 

secreción de proteínas del endometrio y que a su vez dichas proteínas podrían 

alterar la función espermática [21]. Por tanto, es importante analizar las secreciones 

del endometrio y estudiar su posible acción sobre la fisiología del espermatozoide. 

 

1.2. El endometrio   

 
El endometrio es el revestimiento interior del útero que lleva a cabo funciones 

indispensables para la iniciación y el mantenimiento del embarazo. Desde la 

pubertad hasta la menopausia, el endometrio experimenta cambios cíclicos 
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aproximados de 28 días bajo el control hormonal del eje hipotálamo-hipófisis-ovario, 

lo que se denomina ciclo menstrual. Este consta de dos etapas: la fase folicular o 

proliferativa y la fase secretora, progestacional o lútea.  

 

La fase proliferativa se desarrolla bajo la influencia de los estrógenos secretados por 

el ovario y es paralela al crecimiento de los folículos ováricos el cual es mediado por 

la creciente secreción de la hormona folículo estimulante (FSH). En esta etapa, las 

células del estroma y las células epiteliales proliferan con rapidez. Antes de la 

ovulación se produce un aumento en la secreción de estrógenos, lo cual conlleva un 

aumento en la secreción de la hormona luteinizante (LH) que induce la expulsión de 

un ovocito. Por su parte, el endometrio aumenta de espesor debido al creciente 

número de células del estroma y al crecimiento progresivo de las glándulas uterinas 

y de nuevos vasos sanguíneos en el interior del endometrio.  

 

La fase secretora inicia alrededor de 2 a 3 días después de la ovulación en 

respuesta a la progesterona producida por el cuerpo lúteo. Durante esta etapa, las 

glándulas uterinas y las arterias formadas a partir del endometrio se hacen tortuosas 

y se identifican tres capas: una compacta superficial, una capa esponjosa 

intermedia y una capa basal delgada. En las células de la capa esponjosa se 

acumulan sustancias de secreción como el glucógeno y aumentan los depósitos de 

lípidos en las células del estroma, mientras que el aporte sanguíneo en el 

endometrio sigue incrementándose. El objetivo general de todas estas 

modificaciones endometriales es producir un endometrio muy secretor que contenga 

grandes cantidades de nutrientes almacenados, capaz de ofrecer las condiciones 

adecuadas para la implantación del blastocisto [22, 23]. 

 

Si no se produce la fecundación se inicia el desprendimiento del endometrio, lo cual 

indica el inicio de la menstruación. Durante los 3 ó 4 días siguientes, las capas 

compacta y esponjosa son expulsadas del útero y sólo se mantiene la capa basal 

del endometrio. Esta capa está irrigada por sus propias arterias y funciona como 
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capa regenerativa para la reconstrucción de las glándulas y las arterias en la fase 

proliferativa siguiente (Fig. 1.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1.2. (A) Hormonas en el ciclo menstrual, (B) desarrollo folicular y (C) 
crecimiento endometrial [24]. 
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1.3. Secreciones uterinas 

 
Los componentes de los fluidos uterinos provienen de las secreciones del epitelio 

esponjoso del endometrio y del fluido tubárico [25]. Entre sus componentes se han 

descrito proteínas, prostaglandinas, hormonas esteroides, factores de crecimiento, 

iones y nutrientes [26]. Particularmente se ha mostrado que la concentración de 

potasio es alta en comparación con otros iones [27, 28]. En comparación con el 

suero, los fluidos uterinos tienen una menor concentración de cationes, lo cual 

podría ser un mecanismo regulatorio para mantener la electroneutralidad cuando la 

concentración de proteínas disminuye, las cuales regularmente tienen carga 

negativa. También se ha mostrado que la albúmina se encuentra en una menor 

concentración, lo cual permite mantener la osmolaridad entre el suero y los fluidos 

uterinos [29]. Por otra parte, se han descrito altas concentraciones de varios 

aminoácidos, entre los que predomina la taurina cuya concentración es 400 veces 

más alta en comparación con el suero durante la fase lútea. Los autores 

argumentan que las altas concentraciones de aminoácidos probablemente son el 

resultado de una secreción endometrial activa y que la taurina podría contribuir en la 

regulación osmótica entre el suero y los fluidos uterinos [30].  

 

Las proteínas secretadas varían entre las diferentes fases del ciclo menstrual. El 

análisis de biopsias endometriales por medio de electroforesis en geles 

bidimensionales ha permitido la identificación de 196 proteínas que se expresan 

diferencialmente entre la fase proliferativa y la lútea [31]. Entre las proteínas que 

cambian se encuentra la albúmina, la cual es más abundante en la fase proliferativa. 

Se ha descrito que esta proteína es capaz de remover el colesterol y otras 

moléculas de la superficie del espermatozoide [32], evento que es indispensable 

para que este gameto al pasar por el tracto reproductor femenino adquiera su 

capacidad de fecundar. 

  

Otras proteínas que cambian entre las fases del ciclo menstrual son las proteínas de 

choque térmico (HSP). Específicamente se ha observado que Hsp60, Hsp70 y 

Hsp27 aumentan después de la ovulación. Los autores sugieren que el cambio de la 
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abundancia de estas proteínas podría contribuir a proteger al endometrio de la 

liberación de citosinas provocada por la acumulación de leucocitos que ocurre en la 

fase lútea [33].  

 

Todo lo anterior, sugiere que una secreción diferencial en las proteínas puede ser 

importante para la fertilización y para la implantación del embrión en desarrollo.  

 

1.4. Fisiología del espermatozoide 

 
El espermatozoide es la célula sexual masculina producto final de la 

espermatogénesis. Se compone de dos estructuras, la cabeza y el flagelo. La 

cabeza contiene un núcleo haploide con el material genético condensado. Además, 

en el extremo anterior de la cabeza, se localiza el acrosoma que es una vesícula 

derivada del aparato de Golgi. El acrosoma se compone de una membrana 

acrosomal interna cerca del núcleo, una membrana acrosomal externa por debajo 

de la membrana plasmática y un segmento ecuatorial donde esos dominios 

membranales se unen (Fig. 1.3). En el interior de este organelo se encuentra la 

matriz acrosomal y una fracción soluble que contiene gran cantidad de enzimas 

como hialuronidasas, neuraminidasas y proteasas como la acrosina, las cuales 

participan durante la penetración del cumulo oóforo y la zona pelúcida (ZP) del 

ovocito durante la fecundación [34].  

 

El flagelo está constituido por un axonema, el cual consiste de un par de 

microtúbulos centrales rodeado por nueve pares de microtúbulos. Se compone de la 

pieza de conexión, la pieza media, la principal y la terminal. En la pieza media se 

localizan las mitocondrias que proporcionan la energía necesaria para mover el 

espermatozoide dentro del aparato reproductor femenino [35].  
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Fig. 1.3. Estructura del espermatozoide humano [34]. 

 

Para que el espermatozoide pueda fecundar al ovocito es necesario que migre por 

el tracto reproductor femenino desde el cérvix, donde el semen es depositado, hasta 

el ámpula de la trompa de Falopio. A lo largo de este trayecto, entra en contacto con 

las secreciones del útero y del oviducto que modulan su función y lo habilitan para 

fecundar, proceso conocido como capacitación [36]. Entre las moléculas necesarias 

para la capacitación se han identificado la albúmina, el bicarbonato y el calcio [37].  

 

Durante este proceso, los espermatozoides exhiben cambios bioquímicos que 

incluyen la remoción de colesterol de la membrana plasmática de la cabeza, así 

como de algunas glicoproteínas adquiridas durante su paso por el epidídimo [38]. 

Se ha descrito que ocurre un incremento en la concentración intracelular de calcio, 

proveniente del medio extracelular a través de canales iónicos membranales como 

CatSper y de los depósitos intracelulares de calcio que se encuentran en el 

acrosoma y en las mitocondrias [39]. Este aumento de calcio conlleva a cambios en 
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la movilidad, de un movimiento progresivo y rápido a uno no progresivo, lo cual se 

conoce como hiperactivación. Otro cambio importante durante este proceso es el 

aumento de la fosforilación en residuos de tirosinas de diversas proteínas 

espermáticas, el cual está  mediado por la vía del AMPc / proteínas cinasas [40]. 

Entre las proteínas que se fosforilan se han descrito la proteína anclada a la cinasa 

A 82 (AKAP82) y su precursor la pro-AKAP82 [41], también conocidas como p82 y 

p110, respectivamente, debido a sus pesos moleculares [42]. Estas proteínas se 

localizan en el flagelo de los espermatozoides y se ha mostrado que su fosforilación 

es importante para la movilidad del gameto [43]. Adicionalmente, se ha mostrado la 

fosforilación de serinas y treoninas durante la capacitación [44] como la serina 473 

de la proteína AKT [45].   

 

Por otra parte, también se presentan modificaciones en la membrana plasmática de 

los espermatozoides como cambios en el potencial de membrana que provocan un 

aumento en su fluidez y permeabilidad [46]. Estos cambios son necesarios para que 

se lleve a cabo la reacción acrosomal, la cual es un proceso de exocitosis donde se 

fusionan la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática de la cabeza, 

permitiendo la liberación del contenido enzimático del acrosoma [47]. Este 

fenómeno es estimulado de forma natural por la progesterona [48] y por las 

proteínas ZP1 [49], ZP3 y ZP4 [50] que conforman la zona pelúcida, cuyos 

receptores se localizan en la membrana plasmática de la célula. También puede ser 

inducida por fármacos como el ionóforo de calcio A23187 (CaI) [51]. En cuanto a 

esto, se ha descrito que el aumento en la fosforilación de la proteína pro-AKA82 se 

acompaña de un aumento en el porcentaje de espermatozoides que tienen reacción 

acrosomal en presencia de CaI [52]. Por otra parte, estudios in vitro han demostrado 

que durante la capacitación una pequeña fracción de espermatozoides puede 

presentar reacción acrosomal de forma espontánea, perdiendo su capacidad de 

fecundar al ovocito [53]. Una vez que el espermatozoide está reaccionado, la ZP2 

actúa como receptor secundario del gameto mediando la penetración de la zona 

pelúcida [54]. Así, el espermatozoide atraviesa la zona pelúcida, alcanza el espacio 

perivitelino y se une a la membrana plasmática del ovocito para fusionarse con ella, 
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lo cual le permitirá a su vez la fusión de los pronúcleos para así dar origen al cigoto 

(Fig. 1.4).  

 

Los cambios que presenta el espermatozoide durante el proceso de capacitación 

son regulados por moléculas presentes en el tracto reproductor femenino [34]. 

Diversos estudios han mostrado la presencia de receptores a progesterona [55], 

andrógenos, estrógenos [56] e interleucinas [57]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1.4. Interacción del espermatozoide con el ovocito. EP= espacio 
perivitelino, ZP= zona pelúcida. Modificado de Ikawa (2010) [38] y Eddy (2006) 
[34].  
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en el proceso de capacitación al eliminar las moléculas adsorbidas durante el 

tránsito y almacenamiento de los espermatozoides en el epidídimo y durante su 

suspensión en el plasma seminal como glicoproteínas, colesterol y lípidos [38]. 

Asimismo, el moco cervical actúa como aceptor del colesterol que se encuentra en 

la membrana plasmática de los espermatozoides [58]. 

 

En cuanto a la participación del endometrio en la capacitación espermática, se ha 

descrito que las células endometriales secretan interleucina-6, la cual tiene la 

capacidad de aumentar la fosforilación de proteínas en el espermatozoide [59]. El 

endometrio secreta también la proteína de unión al ácido siálico (SABP), que 

captura el ácido siálico presente en la superficie de la cabeza de los 

espermatozoides no capacitados y permite la exposición de los sitios de unión a D-

manosa en la superficie del espermatozoide, mismos que participan en el 

reconocimiento con la zona pelúcida [60]. Por otra parte, la interacción del 

espermatozoide con las células epiteliales del oviducto le brindan protección contra 

el estrés oxidativo al estimular la actividad intracelular de SOD y GPx, dos enzimas 

antioxidantes que evitan el aumento intracelular de las especies reactivas de 

oxígeno, mismos que promueven la peroxidación de los lípidos de la membrana 

plasmática y la fragmentación del ADN [61].  

 

Sin embargo, la modulación de las secreciones del oviducto sobre la capacitación 

espermática es un tema controversial. Por una parte, se ha descrito que la 

incubación de espermatozoides con medio condicionado de células del oviducto 

favorece la capacidad fertilizante del espermatozoide al mantener su viabilidad e 

hiperactivación [62, 63]. En cambio, Zumoffen y colaboradores [64] observaron que 

después de la incubación de espermatozoides con proteínas derivadas de explantes 

de tejido oviductal obtenidas en la fase folicular tardía y periovulatoria, disminuía la 

fosforilación de proteínas de forma dosis-dependiente.  

 

Adicionalmente, se ha descrito la presencia de proteínas secretadas por el 

endometrio y el oviducto que intervienen en la interacción del espermatozoide con la 
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zona pelúcida. La proteína regulada por la glucosa 78 (Grp78) y la proteína de 

choque térmico 60 (Hsp60) se unen a la región acrosomal de los espermatozoides 

incrementando el influjo de calcio y así acelerando la pérdida de su acrosoma [65, 

66]. Por otra parte, se han descrito proteínas capaces de unirse al espermatozoide y 

bloquear su interacción con la zona pelúcida, como son la glicodelina A (GdA) [67] y 

la lactoferrina (LF) [68]. 

 

La glicodelina A es una glicoproteína que pertenece a la familia de las lipocalinas, 

las cuales son pequeñas proteínas extracelulares que se unen a pequeños 

compuestos lipófilos y a receptores de membrana [69]. Se encuentra en abundancia 

en el fluido amniótico, aunque también está presente en el endometrio en donde es 

secretada por las células epiteliales durante la fase secretora. Posee propiedades 

inmunosupresoras, ya que durante el proceso de implantación suprime el sistema 

inmune de la madre para evitar el rechazo del embrión en desarrollo [70]. Se ha 

mostrado que la glicodelina A comparte el núcleo proteico con otras 3 isoformas de 

glicodelina de las que se diferencia por sus glicosilaciones, mismas que cambian 

sus propiedades y funciones. La glicodelina S es secretada por las vesículas 

seminales y mantiene al espermatozoide en un estado no capacitado; la glicodelina 

F se produce en las células foliculares del ovocito y previene la reacción acrosomal 

prematura a la vez que interfiere en la interacción entre el espermatozoide y la zona 

pelúcida, mientras que la glicodelina C es secretada por las células del cúmulo 

oóforo y promueve la interacción espermatozoide-zona pelúcida [71].   

 

Por su parte, la lactoferrina es una glicoproteína que pertenece a la familia de las 

serotransferrinas, que se componen de dos lóbulos en los cuales se unen el ión 

Fe3+ y una cadena glicano [72, 73]. Esta proteína es secretada por las células 

epiteliales del ámpula y el istmo del oviducto presentando un pico en la fase 

periovulatoria [68]. Estudios previos han mostrado la presencia de esta proteína en 

tejido endometrial [74]. Entre las funciones descritas para la lactoferrina se 

encuentran la absorción del hierro y la modulación del sistema inmune [73]. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

La anticoncepción de emergencia constituye una alternativa confiable para la 

prevención de embarazos no deseados, pero la naturaleza poscoital del método y la 

relativa falta de información sobre sus mecanismos de acción han contribuido a que 

en ocasiones se le considere como un método abortivo, dificultando su uso por las 

potenciales usuarias.  

 

El levonorgestrel al ser utilizado como anticonceptivo de emergencia podría 

modificar el patrón de secreción de proteínas endometriales y dichas proteínas 

podrían alterar la función espermática con consecuencias negativas para la 

fecundación. Respecto a esto, Durand y colaboradores mostraron que en mujeres 

tratadas con levonorgestrel a la dosis utilizada como anticonceptivo de emergencia 

se presentó un incremento prematuro de la concentración de glicodelina A en la 

fase periovulatoria [21], la cual es una proteína que inhibe la interacción 

espermatozoide-zona pelúcida. 

 

Resultados preliminares de nuestro grupo indican que las secreciones del tracto 

reproductor femenino obtenidos luego de la administración de levonorgestrel 

disminuye el número de espermatozoides móviles, inhibe la fosforilación de tirosinas 

y aumenta la reacción acrosomal espontánea en ensayos in vitro (Chirinos y cols., 

datos sin publicar), pero las moléculas responsables de dichos cambios no han sido 

estudiadas. El conocimiento sobre los mecanismos mediante los cuales la 

anticoncepción de emergencia modula las secreciones uterinas es necesario para 

su mejor entendimiento, así como para identificar moléculas presentes en el tracto 

reproductor femenino que pueden ser relevantes para la reproducción. 
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3. HIPÓTESIS 

 

Si la administración del levonorgestrel genera cambios en el patrón de secreción de 

proteínas del endometrio, es posible que las proteínas secretadas afecten la 

capacidad fecundante del espermatozoide.  

 

 

 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar cambios en el contenido proteínico de secreciones uterinas periovulatorias 

de mujeres tratadas con levonorgestrel a la dosis utilizada en anticoncepción de 

emergencia. 

 

 

4.1. Objetivos específicos 

 

- Identificar proteínas secretadas por el endometrio que se modifican por el 

tratamiento con el levonorgestrel. 

- Determinar si las proteínas identificadas modulan la función espermática en 

humanos.  
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

5.1. Material biológico  

 
Los lavados uterinos empleados para esta investigación se obtuvieron como parte 

de un proyecto de investigación a cargo de la Dra. Martha Durand (Departamento 

de Biología de la Reproducción, INCMNSZ) [21]. Los lavados uterinos provenían de 

12 mujeres con función ovárica normal y sin riesgo de embarazo con salpingoclasia 

bilateral, entre los 22 y 37 años de edad, con ciclos menstruales regulares con 

duración entre 25 y 34 días. Las voluntarias no utilizaron métodos anticonceptivos u 

otra medicación seis meses previos al estudio.  

 

Los lavados uterinos se colectaron durante la fase periovulatoria (un día después 

del pico de la hormona luteinizante (LH)) de un ciclo control (sin tratamiento) y otro 

subsiguiente tratado con levonorgestrel, el cual fue administrado a la dosis utilizada 

como anticonceptivo de emergencia (dos dosis de 0.75 mg con 12 horas de 

separación) aproximadamente 2 días antes del pico de la LH (Fig. 5.1). El aumento 

de LH se determinó a través de un análisis colorimétrico de la orina que indica la 

máxima concentración de esta hormona. Asimismo se evaluó su concentración en 

suero. Los lavados uterinos fueron mantenidos a -70°C hasta el momento de su 

uso.   

 

 

 

Fig. 5.1. Esquema temporal de la administración del levonorgestrel (LNG) y la 
obtención de los lavados uterinos (LU). 
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5.2. Procesamiento de los lavados uterinos    

 
Los lavados uterinos fueron descongelados y centrifugados durante 30 minutos a 

4°C para eliminar potenciales contaminantes arrastrados durante su colección. La 

concentración de las proteínas contenidas en los lavados uterinos se determinó por 

el método del ácido bicinconínico (BCA; Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). 

Posteriormente, los lavados uterinos se utilizaron para preparar una mezcla de 

lavados uterinos controles y otra de lavados uterinos tratados con levonorgestrel a 

partir de las muestras colectadas de 8 mujeres, en donde cada muestra aportó la 

misma cantidad de proteínas. Estas mezclas fueron empleadas en todos los 

experimentos presentados en esta tesis, a excepción de aquellos donde se indica el 

uso de muestras de una donante.  

 

5.3. Análisis de carbohidratos presentes en las proteínas de los lavados 

uterinos  

 

5.3.1. Lectin-ELISA 

 
Los carbohidratos presentes en los lavados uterinos se estudiaron mediante Lectin-

ELISA. Para ello, los pozos de placas de 96 pozos se cubrieron por triplicado con 

100 ng/pozo de proteína de los lavados uterinos diluidos en PBS 50 mM (pH 7.4) 

(Apéndice 1) y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los pozos 

se bloquearon con albúmina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS y después se 

incubaron durante 1 hora a 37°C con las lectinas biotiniladas: Con A, SBA, WGA, 

DBA, UEA, RCA 120, PNA, JAC, PSA [15 ng/ml] y AAA [5 ng/ml] (Vector 

Laboratories; Burlingame, CA, EE.UU.). Luego de lavar 3 veces con PBS-T 

(PBS+Tween 20 0.05%), los pozos se incubaron con avidina acoplada a HRP [5 

ng/ml] (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, EE.UU.) durante 1 hora a 37°C. La 

detección se realizó empleando como sustrato OPD al 0.05% y H2O2 al 0.06% en 

solución de citratos (pH 5). La absorbancia se determinó en un lector de ELISA  

(Thermo Labsystems; Pittsburgh, PA, EE.UU.) a una longitud de onda de 492 nm 
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[75]. Los valores de absorbancia fueron normalizados contra un blanco para cada 

lectina.  

 

5.3.2. Lectin-Blot 

 
Para caracterizar los carbohidratos asociados a las proteínas de los lavados 

uterinos se utilizó la técnica de Lectin-Blot. Para ello, 25 µg de las proteínas se 

separaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

(ver apartado 5.4). Las membranas se bloquearon con BSA al 1% en PBS-T durante 

1 hora y posteriormente se incubaron con las lectinas biotiniladas AAA, Con A, UEA 

I o PNA [10 µg/ml] durante 1 hora. Luego, se lavaron con PBS-T y se incubaron con 

avidina acoplada a HRP [1 ng/ml] (Sigma Chemical Co.). La señal se reveló 

mediante colorimetría empleando como sustrato diaminobenzidina más H2O2 [75]. 

 

5.4. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

 
La  caracterización de las proteínas de lavados uterinos en función de su masa 

molecular se llevó a cabo por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida al 

10% bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), al final de lo cual los geles se 

tiñeron con el colorante azul de Coomassie para observar el patrón de proteínas. 

Alternativamente, las proteínas separadas se electrotransfirieron para su análisis 

mediante Western Blot (ver apartado 5.7). 

 

5.5. Electroforesis bidimensional (2-DE) 

 
El contenido proteico de los lavados uterinos también se analizó mediante 

electroforesis en geles bidimensionales (2-DE). Para ello, se procesaron por 

triplicado para su análisis según el procedimiento descrito a continuación: 

  

- Primera dimensión. Las proteínas se separaron con base en su punto isoeléctrico 

(carga neta), empleando un equipo de isoelectroenfoque modelo PROTEAN IEF 

Cell (Biorad; Hercules, CA, EE.UU.) siguiendo las indicaciones del manual que lo 
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acompaña. Para ello, 169 µg de proteína se diluyeron en buffer de rehidratación 

(Apéndice 1) en un volumen final de 125 µl. Las muestras se electroenfocaron en 

tiras de 7 cm de largo con diferentes rangos de pH (ReadyStrip IPG, Biorad) de 

acuerdo al protocolo inicial recomendado (Tabla 5.1).  

 

- Segunda dimensión. Las proteínas electroenfocadas en la primera dimensión se 

separaron mediante SDS-PAGE como se describe en el apartado 5.4. En algunos 

casos se tiñeron para su análisis utilizando el software PD Quest (Bio-Rad) que 

permitió la detección de cambios en el patrón de proteínas. Sólo se consideraron 

aquellas proteínas que aumentaron el doble de su abundancia o que disminuyeron 

menos del 50% de su valor. En otros casos los geles se electrotransfirieron para su 

análisis mediante Western Blot (ver apartado 5.7). 

 

Tabla 5.1. Protocolo de isoelectroenfoque. 

 Voltaje Tiempo Volt/hora Rampa 

Paso 1 250 20 min - Lineal  

Paso 2 4,000 2 h - Lineal  

Paso 3 4,000   - 10,000 V-h Rápida  

Total  5 h 14,000 V-h  

  

 

5.6. Identificación de proteínas 

 
Las proteínas de interés fueron cortadas de los geles y enviadas a secuenciar a la 

Unidad de Proteómica del Instituto de Biotecnología (UNAM) para su identificación.  

Se utilizó un equipo LC-MS constituido de un cromatógrafo líquido de micro-flujo 

Accela (Thermo-Fischer Co.; San Jose, CA, EE.UU.) y un espectrómetro de masas 

LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fischer Co.) con sistema de ionización tipo nano-

electrospray. Los datos espectrométricos fueron contrastados contra la base de 

datos del NBCI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando el programa 

ProteinProspector (Universidad de California, EE.UU.) y contra la base de datos de 

UniProt de Human en el Proteome Discoverer1.4 (http://www.uniprot.org/). 
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5.7. Western Blot 

 
Para corroborar la presencia de proteínas específicas en los lavados uterinos, estos 

se separaron mediante SDS-PAGE (ver apartado 5.4)  ó por 2-DE (ver apartado 5.5) 

y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para su posterior detección 

mediante el uso de anticuerpos. Para ello, las membranas se bloquearon con BSA 

al 3% en solución amortiguadora TBS-T (TBS+Tween 20 0.1%) y a continuación se 

incubaron con un anticuerpo primario específico para cada proteína de interés. En el 

caso de la glicodelina A, se empleó un anticuerpo policlonal R-anti-hGdA [2 µg/ml] 

donado por el Dr. Markku Seppala (Departamento de Obstetricia y Ginecología, 

Universidad de Helsinki, Finlandia). Para la detección de lactoferrina se empleó un 

anticuerpo policlonal R-anti-hLF (Santa Cruz Biotechnology Inc., Sta. Cruz, CA, 

EE.UU.), diluido 1:1,000. Para evaluar la fosforilación de proteínas, se utilizó un 

anticuerpo monoclonal M-anti-fosfotirosinas (4G10; Millipore, Temecula, CA, 

EE.UU.),  diluido 1:10,000 y como control de carga se utilizó un anticuerpo R-anti-β-

tubulina (Sigma Chemical Co.) diluido 1:50,000.  

 

En todos los casos, luego del anticuerpo primario se lavaron las membranas y se 

incubaron con un anticuerpo secundario apropiado acoplado a enzima peroxidasa 

de rábano (HRP) (Zymed; San Francisco, CA, EE.UU.) en una dilución 1:4,000. 

Finalmente, la señal específica se reveló mediante quimioluminiscencia (ECL Prime; 

GE Healthcare, Reino Unido) y la señal se detectó utilizando el equipo Chemi DocTM 

XRS+ Imaging System (Bio-Rad). 

 

5.8. Procesamiento de las muestras de semen 

 
Se utilizaron muestras de semen de 12 donadores voluntarios normozoospérmicos 

con un período de abstinencia de 3 a 5 días, las cuales se obtuvieron por 

masturbación y se incubaron durante 30 minutos a 37°C para permitir su 

licuefacción. Se evaluaron la viscosidad, el volumen, el pH, el color, la morfología, la 

movilidad y la densidad, siguiendo los procedimientos de la O.M.S. [76]. 

Posteriormente, los espermatozoides se separaron del fluido seminal por medio de 
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su centrifugación a través de un gradiente discontinuo de densidad (Isolate™; Irvine 

Scientific, Santa Ana, CA, EE.UU.). Los botones celulares resultantes se lavaron 

con PBS y se determinó nuevamente su densidad y porcentaje de células móviles. 

Sólo se emplearon las muestras que presentaron al menos 75% de células móviles.    

 

5.9. Evaluación del efecto de proteínas endometriales sobre la función 

espermática 

  
Los espermatozoides obtenidos según el apartado 5.8 se incubaron a una 

concentración de 15 mil espermatozoides/µl en condiciones capacitantes en medio 

fluido tubárico humano (HTF) (Apéndice 1), suplementado con BSA 0.3% y piruvato 

de sodio [0.33 mM] durante 3 horas. Las incubaciones se llevaron a cabo en 

ausencia o presencia de 1, 10, 100, 200 y 400 µg de lactoferrina (Sigma Chemical 

Co.) o 10, 20, 40 y 60 µg de glicodelina A (Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.). La 

elección de estas concentraciones se basó en estudios previos donde mostraron 

que estas proteínas inhiben la interacción del espermatozoide con la zona pelúcida 

[67, 68]. Al final de las incubaciones, las muestras de espermatozoides se 

procesaron para analizar los efectos sobre la movilidad, la fosforilación de tirosinas 

y la reacción acrosomal.  

 

5.9.1. Movilidad espermática 

 
La evaluación de la movilidad espermática se realizó mediante observación de una 

gota de 10 µl en un microscopio de contraste de fases, en donde se contaron 200 

células que se clasificaron en móviles e inmóviles. Los datos obtenidos se 

expresaron como porcentaje de células móviles (% spm móviles). 

 

5.9.2. Fosforilación de tirosinas 

 
Los posibles efectos sobre la capacitación espermática se evaluaron analizando los 

cambios en la fosforilación en tirosinas de las proteínas espermáticas mediante 

Western blot. Para ello, luego de las incubaciones se tomaron 55 µl de la muestra, 
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los cuales se lavaron 2 veces con PBS frío suplementado con los inhibidores 

ortovanadato de sodio [1 mM] y genisteína [0.02 mM]. Los botones celulares se 

resuspendieron en solución amortiguadora desnaturalizante (Apéndice 1) para su 

análisis siguiendo los procedimientos descritos en el apartado 5.7 empleando el 

anticuerpo específico para fosfotirosinas. Además, se realizó la detección de β-

tubulina en la misma membrana para corroborar la homogeneidad de la carga total 

de proteínas. 

 

5.9.3. Reacción acrosomal 

 

Para analizar el efecto en la reacción acrosomal se evaluaron dos variables: la 

reacción acrosomal espontánea y la inducida por CaI. Para la primera variable una 

alícuota de 10 µl se lavó con PBS y se fijó con etanol al 70%. Otra alícuota de 10 µl 

de la misma incubación se utilizó para evaluar la reacción acrosomal inducida, para 

lo cual los espermatozoides se incubaron con ionóforo de calcio A23187 (CaI) 

[10µM] (Sigma Chemical Co.) durante 20 minutos a 37°C, al final de lo cual se 

lavaron con PBS y se fijaron con etanol al 70%. Posteriormente, los 

espermatozoides fijados se emplearon para hacer frotis en laminillas pre-tratadas 

con poli-l-lisina y se tiñeron con la lectina PSA (Pisum sativum aglutinin) acoplada a 

isiotiocianato de fluoresceína (PSA-FITC). Luego, se analizaron un mínimo de 200 

células/frotis en un microscopio de fluorescencia con un filtro de excitación de 460-

495 nm y uno de emisión de 510-550 nm. Los espermatozoides que mostraron una 

tinción completa del acrosoma se consideraron intactos mientras que los que 

presentaban una tinción en la región ecuatorial o ausencia de tinción, se 

consideraron como reaccionados. Los valores obtenidos se expresaron como 

porcentaje de células con acrosoma reaccionado (% R.A.) [77]. 

 

5.10. Inmunofluorescencia 

  
La localización de los sitios de unión de las proteínas endometriales en los 

espermatozoides se llevó a cabo mediante inmunofluorescencia. Para ello, los 

espermatozoides incubados con las proteínas fueron fijados con etanol al 70% y se 
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realizaron frotis en laminillas con poli-l-lisina. Luego de lavar con PBS, se bloqueó 

con BSA al 1% en PBS y posteriormente se incubó con el anticuerpo policlonal R-

anti-hLF (Santa Cruz Biotechnology Inc.) diluido 1:100, durante toda la noche a 4°C 

en una cámara húmeda. Después de lavar los frotis, se incubó con un anticuerpo 

secundario acoplado a fluoresceína GαrIgG-FITC (Zymed) en una dilución 1:100, 

durante una hora en oscuridad. Los frotis se analizaron en un microscopio de 

fluorescencia y las imágenes se capturaron con una cámara Olympus modelo 501 

(Melville, NY, EE.UU.). 

 

5.11. Análisis estadístico 

 
Los Lectin-blot y Western blots fueron analizados por medio de la densitometría total 

de cada uno de los grupos de estudio empleando el paquete de análisis Image 

LabTM (Bio-Rad). La abundancia de carbohidratos de los lavados uterinos tratados 

con levonorgestrel fueron normalizados por el grupo control mientras que la 

abundancia de fosfotirosinas fue normalizada por la señal de tubulina (abundancia 

relativa). Los datos se analizaron utilizando el programa de análisis estadístico 

Graphpad Prism (Graphpad Software Inc.). Los resultados se analizaron con la 

prueba de análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguida por la de Tukey para 

comparaciones múltiples. Se consideraron diferencias significativas entre los grupos 

cuando la p era menor de 0.05. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Identificación de carbohidratos presentes en las proteínas de secreciones 

endometriales  

 
Debido a que la mayoría de las proteínas de secreción están glicosiladas [78] y a 

que los carbohidratos intervienen en funciones importantes de las proteínas [79], se 

analizó la abundancia de carbohidratos presentes en los lavados uterinos y se 

caracterizaron los tipos de glicosilación presentes en las mismas por medio de 

Lectin-ELISA. En la figura 6.1, se muestra la abundancia relativa de diferentes 

carbohidratos entre los dos grupos de estudio, donde se observa que el tratamiento 

ocasionó una disminución aparente de la unión de las lectinas DBA y PSA y un 

aumento de UEA I, RCA 120, PNA y AAA. Sin embargo, solo el aumento de RCA 

120 y AAA fue estadísticamente significativo. El resto de las lectinas evaluadas no 

mostraron cambios notables en la intensidad de señal.  

 

  

Fig. 6.1. Análisis de carbohidratos presentes en lavados uterinos CTR y LNG 
mediante Lectin-ELISA de una donante. Se muestran las medias de 3 réplicas + 
DE. (a) p<0.05. CTR= control, LNG= tratado con levonorgestrel. 
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Los cambios observados podrían derivarse de modificaciones en el tipo de 

glicosilación en las proteínas o bien que las proteínas que se glicosilan en uno y otro 

caso son diferentes.  

 

Con el propósito de estudiar los cambios en la distribución de los carbohidratos en 

las proteínas de los lavados uterinos tratados con levonorgestrel, se realizaron 

Lectin-Blots con las lectinas AAA, Con A, PNA y UEA I. En la figura 6.2.A se puede 

observar que el tratamiento con el levonorgestrel indujo un aumento de los 

carbohidratos que se unen con las lectinas AAA y PNA. En el caso de la AAA, la 

cual se une a N-acetilglucosamina, se observa un aumento en la mayoría de las 

proteínas, mientras que con PNA, la cual se une a galactosa, se observa un 

aumento en un rango de proteínas con peso molecular entre 55 y 75 kDa. Por otra 

parte, con Con A y UEA I que se unen a manosa y a fucosa respectivamente, se 

observa la aparición de glicosilaciones en proteínas especificas (indicadas con *) 

como consecuencia del tratamiento con el levonorgestrel.  

 

En la figura 6.2.B se muestran las densitometrías totales de los Lectin-blots en 

donde se puede observar que la densidad relativa de las lectinas AAA y PNA 

aumentó considerablemente con el tratamiento. En cambio, con las lectinas Con A y 

UEA I no se detectaron cambios considerables, lo cual concuerda con el hecho de 

que se glicosilaron pocas proteínas con el tratamiento con el levonorgestrel. 
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Fig. 6.2. Análisis de carbohidratos presentes en lavados uterinos CTR y LNG 
mediante Lectin-blot. (A) Lectin-blots. (B) Densitometría de la abundancia de 
carbohidratos. (*) = Proteínas glicosiladas por el tratamiento. CTR= control, LNG= 
tratado con levonorgestrel. (n=1). 
  
 

6.2. Caracterización de proteínas de secreciones endometriales mediante SDS-

PAGE y 2-DE 

 
El contenido proteico de los lavados uterinos fueron analizados mediante 

electroforesis de una y dos dimensiones para comparar su efectividad en la 

separación y caracterización de las proteínas. En la figura 6.3.A se puede observar 

que mediante la técnica de SDS-PAGE no se observan diferencias entre el lavado 

uterino control y el tratado con levonorgestrel; en cambio, al separar las mismas 
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mezclas de proteínas por 2-DE (Fig. 6.3.B) se observó la disminución en la 

abundancia total de proteínas y en particular aquellas con un peso molecular inferior 

a 75 kDa. Cabe mencionar que se utilizó un rango de pH de 3-10 debido a que la 

mayoría de las proteínas tienen puntos isoeléctricos en este intervalo de pH, todo 

ello para observar el mayor número de proteínas que podrían cambiar con el 

tratamiento. 

 

Fig. 6.3. Caracterización de proteínas de lavados uterinos de una donante 
mediante electroforesis. (A) SDS-PAGE de lavados uterinos CTR y LNG. (B) 2-
DE de lavados uterinos CTR y LNG. CTR= control, LNG= tratado con 
levonorgestrel. 

 

6.3. Análisis proteómico de los lavados uterinos 

 
Las mezclas de proteínas de los lavados uterinos de ciclo control y tratado con 

levonorgestrel se separaron mediante 2-DE en un rango de pH de 3-10 (Fig. 6.4.A), 

observándose que la mayoría de las proteínas disminuyeron con el tratamiento. 

Adicionalmente, se observaron muchas proteínas con puntos isoeléctricos entre 6 y 

8 y pesos moleculares entre 40 kDa y 75 kDa que no se resolvieron en las 

condiciones empleadas. A pesar de ello, el análisis de estos geles con el software 

PDQuest  determinó que el tratamiento indujo el aumento de 5 proteínas y la 

disminución de 18 (nomenclatura en letras minúsculas) (Fig. 6.4.A y Tabla 6.1).  

 

Para tener una mejor visualización de las proteínas que no se resolvieron bien, la 

misma mezcla de lavados uterinos se separó mediante 2-DE con un rango de pH de 
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5-8 (Fig. 6.4.B), en donde se lograron separar las proteínas de interés y el análisis 

de estos geles permitió detectar el aumento de otras 3 proteínas y la disminución de 

otras 8 (nomenclatura en letras mayúsculas) (Fig. 6.4.B y Tabla 6.1). 

 

 

 
Fig. 6.4. Análisis de proteínas de secreciones endometriales por medio de 
geles bidimensionales. (A) Geles bidimensionales en un rango de puntos 
isoeléctricos de 3-10 de lavados uterinos CTR y LNG. (B) Geles bidimensionales 
en un rango de puntos isoeléctricos de 5-8 de lavados uterinos CTR y LNG. Los 
cuadros azules indican las proteínas que aumentaron con el tratamiento y los 
cuadros rojos las que disminuyeron. El recuadro en A equivale a la región que se 
abarca en el gel correspondiente con pH 5-8. CTR= control, LNG= tratado con 
levonorgestrel. 
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Tabla 6.1. Análisis de cambios en las proteínas de lavados uterinos por el 
tratamiento con levonorgestrel por medio del software PD Quest. PM= peso 
molecular, pI= punto isoeléctrico, LUCTR= lavado uterino periovulatorio control, 
LULNG= lavado uterino periovulatorio tratado con levonorgestrel. 

 

Banda  PM (kDa) pI 
Densidad LUCTR 

(pixeles) 
Densidad LULNG 

(pixeles) LULNG/LUCTR Efecto por LNG 

a 67.83 5.94 189738.3 74605.9 0.39 ↓ 

b 62.83 7.1 63868.1 13769.7 0.22 ↓ 

c 62.7 4.5 1941107.1 780244.5 0.4 ↓ 

d 59.95 5.34 100619.87 276093.47 2.74 ↑ 

e 59.67 9.02 107177.47 36528.433 0.34 ↓ 

f 58.26 8.84 79865.067 17300.633 0.22 ↓ 

g 53.5 5.37 63874 19142.933 0.3 ↓  

h 52.66 7.16 19909.2 6688.5 0.34 ↓ 

i 51.21 5.77 35592.2 77009.533 2.16 ↑ 

j 49.9 6.91 56613.667 14449.9 0.26 ↓ 

k 46.57 5.58 17142.4 40664.567 2.37 ↑ 

l 45.79 7.16 1793597.03 292896.85 0.16 ↓ 

m 43.6 5.38 33323.3 6774.4333 0.2 ↓ 

n 43.24 6.83 15003.333 2866.2 0.19 ↓ 

o 38.44 5.7 24826.567 10719.367 0.43 ↓ 

p 37.38 5.78 70230.333 29067.167 0.41 ↓  

q 35.69 5.71 26431.067 4012.4 0.15 ↓ 

r 34.23 7.43 60775.167 482.43333 0.01 ↓ 

s 29.99 5.89 21954.9 50488.733 2.3 ↑ 

t 18.7 8.5 58777.2 17652.25 0.3 ↓ 

u 17.85 7.06 1964429.6 178847.85 0.09 ↓ 

v 16.3 7.44 981417.57 723554.5 0.74 ↓  

w 13.71 5.5 23409 51174.4 2.19 ↑ 

A 64.33 5.78 1047047.9 92748.45 0.09 ↓ 

B 64.8 5.62 787485.35 204322.3 0.26 ↓ 

E 63.06 5.98 332375.1 30300.2 0.09 ↓ 

F 47.44 5.83 328705.65 3629.55 0.01 ↓ 

K 41.17 5.65 590094.15 6039.3 0.01 ↓ 

L 40.8 5.74 1392741.9 417835.55 0.30 ↓ 

N 39.14 6.41 1375970 3095436.4 2.25 ↑ 

Q 35.67 6.56 27702.3 1115128.7 40.25 ↑ 

R 25.12 5.5 267625.35 667962.9 2.50 ↑ 

T 25.2 5.6 275242.8 91464.4 0.33 ↓ 

X 25.12 5.4 2711154.55 993661 0.37 ↓ 
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6.4. Secuenciación de proteínas  

 
De las proteínas que cambiaron con el tratamiento, se enviaron para su 

identificación por espectrometría de masas aquellas que estaban bien separadas y 

cuya abundancia era suficiente para ser analizada. La figura 6.5 muestra un 

esquema de las proteínas que se cortaron de los geles con sus respectivos pesos 

moleculares y puntos isoeléctricos aproximados. 

 

 

 
Fig. 6.5. Proteínas de secreciones endometriales seleccionadas para 
secuenciar. Geles bidimensionales de lavados uterinos de separados en un rango 
de puntos isoeléctricos de (A) 3-10 y (C) 5-8 en donde se indican las proteínas que 
se enviaron a secuenciar. (B y D) Propiedades físicas de las proteínas 
seleccionadas de los geles.  
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En la tabla 6.2 se muestran los resultados de la identificación de proteínas. Se 

puede observar que la mayoría de las proteínas identificadas por espectrometría de 

masas fueron variantes de albúmina y hemoglobina. La albúmina es una proteína 

que se encuentra en gran abundancia en los lavados uterinos [75]. En cambio, la 

presencia de hemoglobina junto con otras globinas nos indica contaminación de los 

lavados uterinos durante el procedimiento de recolección de las muestras. 

Adicionalmente, se identificó a la proteína “c” como un precursor de serotransferrina, 

la “A” como serotransferrina, la “L” como la cadena beta del fibrinógeno y la “O” 

como la proteína HP.  
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Tabla 6.2. Identificación de proteínas de lavados uterinos identificadas por espectrometría de masas. PM= peso 
molecular. El peso molecular calculado se obtuvo por medio del software PD Quest, mientras que el peso molecular teórico se 
obtuvo de una base de datos.  

 

 
Banda 

 
Número 

de acceso 

 
Identidad 

No. de peptidos 
localizados en la 

secuencia 

 
% de 

cobertura 

PM (kDa)  
Efecto por LNG  

Calculado  
 

Teórico 

a 113576 Albúmina 33 60.4 75.0 69.4 ↓ 

b 113576 Albúmina 49 70.9 74.2 69.4 ↓ 

c 4557871 Precursor de la 
serotransferrina 

24 47.9 82.4 77.1 ↓ 

d 183945 β-hemoglobina 11 83.7 25.2 15.9 ↑ 

e 18418633 β–globina 11 72.3 26.4 16.1 ↓ 

f 18418633 β-globina 10 77.6 14.0 16.1 ↓ 

g 183945 β-hemoglobina 11 83.7 13.2 15.9 ↓ 

h 183945 β-hemoglobina 14 89.8 12.8 15.9 ↓ 

i 183945 β-hemoglobina 11 88.4 12.7 15.9 ↑ 

j 18418633 β-globina 11 71.6 13.2 15.1 ↓ 

A Q53H26 Serotransferrina 35 57.2 67.8 77.0 ↓ 

B P02768 Albúmina  40 71.92 64.8  69.3  ↓ 

E F6KPG5 cDNA  FLJ54111, 
similar a la 

serotransferrina 

16 36.08 63.1  63.4 ↓ 

F P02768 Albúmina  38 66.34 47.4  69.3 ↓ 

L D3DP13 Cadena beta del 
fibrinógeno  

19 63.66 40.8  39.7 ↓ 

O Q6NSB4 Proteína HP 17 50.18 41.6  31.4 ↓ 

S P68871 Subunidad beta de la 
hemoglobina 

6 55.10 29.99 16.0 ↓ 

V P68871 Subunidad beta de la 
hemoglobina 

12 88.44 16.3  16.0 ↓ 



35 

 

6.5. Presencia de lactoferrina en lavados uterinos 

 
Debido a que la lactoferrina, una proteína cuya presencia en secreciones 

oviductales ya se ha descrito [68], es parte de la familia de las serotransferrinas que 

se identificaron en los lavados uterinos, decidimos determinar su presencia en los 

mismos mediante el uso de anticuerpos específicos. En la fig. 6.6.A se muestra que 

la carga de las proteínas de los lavados uterinos control y tratado con levonorgestrel 

separadas por SDS-PAGE es similar y al analizar estas mismas proteínas mediante 

Western blot con anticuerpo anti-LF (Fig. 6.6.B) se detectó en el lavado uterino con 

levonorgestrel una proteína de peso molecular aproximadamente de 78 kDa, el cual 

es similar al peso descrito para la lactoferrina. Para corroborar la especificidad del 

anticuerpo se incluyó un control de lactoferrina pura. Adicionalmente se detectaron 

dos bandas con pesos moleculares aproximados de 60 kDa y 52 kDa cuya identidad 

es desconocida, si bien podrían ser productos de degradación o variantes de esta 

proteína.  

 
 

Fig. 6.6. Identificación de lactoferrina en secreciones endometriales en SDS-
PAGE. (A) SDS-PAGE de lavados uterinos CTR y LNG. (B) Western blot con 
anticuerpo anti-LF de lavados uterinos CTR y LNG. Control positivo: lactoferrina 
pura (LF). (*) = peso molecular de lactoferrina. CTR= control, LNG= tratado con 
levonorgestrel. 
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Con el propósito de tener una caracterización más adecuada de la lactoferrina en 

los lavados uterinos, las proteínas se separaron mediante 2-DE (Fig. 6.7.A) y se 

electrotransfirieron para su análisis mediante Western blot. El anticuerpo reconoció 

varias manchas de pesos moleculares aproximados de 75, 60, 50 y 37 kDa con 

puntos isoeléctricos entre 6 y 8. Por otra parte, con esta técnica se observó un 

aumento considerable de la lactoferrina en los lavados uterinos tratados con 

levonorgestrel (Fig. 6.7.B) corroborando parcialmente lo observado en la figura 6.6. 

Las diferencias observadas con respecto al Western blot realizado con las proteínas 

separadas en geles de una dimensión, pueden deberse a una distorsión de la 

movilidad electroforética causada por el exceso de albúmina que se observa en esa 

región de peso molecular. 

 

Fig. 6.7. Identificación de lactoferrina de secreciones endometriales en geles 
bidimensionales. (A) Geles bidimensionales de lavados uterinos CTR y LNG. (B) 
Western Blot con anticuerpo anti-LF de lavados uterinos CTR y LNG. CTR= 
control, LNG= tratado con levonorgestrel. 
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6.6. Efecto de la lactoferrina sobre la función espermática 

 
Con el objeto de determinar si la lactoferrina participa en los cambios descritos en la 

función espermática, se evaluaron sus posibles efectos sobre la movilidad, la 

fosforilación de tirosinas y la reacción acrosomal. 

 

En la figura 6.8 se muestran los valores de movilidad espermática a diferentes 

concentraciones de lactoferrina, donde se observa que no hubo cambios en el 

porcentaje de espermatozoides móviles en ninguna de las dosis empleadas. 

 

 

 
 

Fig. 6.8. Efecto de lactoferrina (LF) sobre la movilidad de espermatozoides. 
t=3h. n=8. Se muestran las medias + EE. No se observaron diferencias 
significativas entre los grupos.  

 

Paralelamente, se analizó el efecto de la lactoferrina en la fosforilación de tirosinas 

para estimar la capacitación de las células. En la figura 6.9.A se muestran dos 

Western blots representativos de la fosforilación de tirosinas de espermatozoides 

con diferentes concentraciones de lactoferrina, en donde se observa que la 

fosforilación del control a las 3 horas de incubación es mayor en comparación con el 

control al tiempo 0, indicando que los espermatozoides se capacitaron durante la 

incubación. Por otra parte, se observa que la lactoferrina no tuvo efectos sobre la 

fosforilación de tirosinas excepto a una concentración de 400 µg/ml donde se 

observa una menor fosforilación. Estos resultados fueron consistentes, y al analizar 
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las densitometrías de cinco Western blots se corroboraron estos resultados (Fig. 

6.9.B). 

 

 
 

Fig. 6.9. Efecto de lactoferrina (LF) sobre la fosforilación en tirosinas de 
proteínas espermáticas. (A) Western blots representativos de la fosforilación de 
tirosinas. (B) Análisis densitométrico de la abundancia de fosfotirosinas, 
normalizado por la señal de tubulina (pY/tub). Se muestran las medias + EE. n=5. 
(a) p<0.05. 
 
 
 

En cuanto al efecto de la lactoferrina sobre la reacción acrosomal, en la figura 6.10 

se observa que la reacción acrosomal espontánea no mostró cambios con ninguna 

de las concentraciones empleadas, lo que indica que de manera basal la lactoferrina 

no promueve este proceso. Por su parte, la reacción acrosomal inducida por CaI es 

mayor a la espontánea en los controles al tiempo 0 y a las 3 horas de incubación, lo 

que indica que los espermatozoides están capacitados. Esta diferencia se mantiene 
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que a concentraciones de 200 y 400 µg/ml hubo una disminución en el porcentaje 

de espermatozoides con reacción  acrosomal inducida por CaI en comparación con 

el grupo de 3 horas y en ausencia de lactoferrina, lo que indica que esta proteína 

interviene de manera negativa en la capacitación del espermatozoide. Estos 

resultados concuerdan con lo mostrado en el apartado anterior en donde se observa 

una disminución en la fosforilación de tirosinas en presencia de lactoferrina a 400 

µg/ml.  

 

 
 

 
 
 
 

Fig. 6.10. Efecto de lactoferrina (LF) sobre la reacción acrosomal espontánea 
(RA esp) e inducida por ionóforo de calcio (RA-CaI). t=3h. n=8. Se muestran 
las medias + EE. (a) p<0.05. 
 
 
 

6.7. Unión de la lactoferrina al espermatozoide 

 
Debido a que observamos que la lactoferrina interfiere con la capacitación, se 

identificaron los sitios de unión de esta proteína al espermatozoide por medio de 

inmunofluorescencia, en donde se observa que esta proteína se une a la pieza 

media y cola de los espermatozoides (Fig. 6.11).  
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Fig. 6.11. Distribución de lactoferrina en espermatozoides. Los 
espermatozoides se incubaron 3h con lactoferrina [400 µg/ml]. (A) 
Espermatozoides incubados con anticuerpo anti-LF. (B) Control negativo en  
ausencia de anticuerpo anti-LF. Panel izquierdo: Contraste de fases; Panel 
derecho: Inmunofluorescencia. Aumento: 1000x. 
 
 

  

6.8. Presencia de glicodelina A en lavados uterinos 
 
Debido a que estudios previos han mostrado que una de las proteínas que aumenta 

con el tratamiento con el levonorgestrel es la glicodelina A [21], se procedió a la 

identificación de esta proteína en los lavados uterinos. Para ello, las proteínas se 

separaron por medio de SDS-PAGE y se identificaron por Western blot.  

 

En la figura 6.12.A se observan las proteínas de los lavados uterinos separadas 

mediante SDS-PAGE, donde se muestra una carga similar de proteínas entre los 

diferentes grupos de estudio. Al analizar las mismas proteínas mediante Western 

blot utilizando el anticuerpo anti-GdA (Fig. 6.12.B) se observa la detección de una 

banda con un peso molecular de aproximadamente 26 kDa en el lavado uterino 

tratado con levonorgestrel. Sin embargo, la glicodelina A pura muestra un peso 

molecular aproximado de 21 kDa debido a que esta proteína es recombinante 

A 

B 
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expresada en bacterias y no cuenta con las glicosilaciones características de la 

glicodelina A lo que modifica su movilidad y peso en los geles lo cual explica la 

diferencia observada en los pesos moleculares. El anticuerpo también reconoció en 

ambos lavados uterinos una banda de 50 kDa y en menor medida otra de 

aproximadamente 70 kDa, cuyas identidades se desconocen.  

 

 
 

Fig. 6.12. Identificación de glicodelina A en secreciones endometriales 
mediante SDS-PAGE. (A) SDS-PAGE de lavados uterinos CTR y LNG. (B) Western 
blot con anticuerpo anti-GdA de lavados uterinos CTR y LNG. Control positivo: 
glicodelina A pura (GdA). (*) = peso molecular esperado para la glicodelina A. CTR= 
control, LNG= tratado con levonorgestrel. 
 
 

 
 

Adicionalmente, las proteínas de los lavados uterinos se separaron mediante 2-DE 

(Fig. 6.13.A) y se analizaron mediante Western blot (Fig. 6.13.B) observándose dos 

grupos de manchas de pesos moleculares aproximados de 26 kDa y de 48 kDa con 

diferentes puntos isoeléctricos. Cabe destacar que el anticuerpo también reconoció 

unas bandas de aproximadamente 85 kDa, mismas que no se observaron en el 

SDS-PAGE, probablemente debido a que no hubo una buena desnaturalización de 

las proteínas, por lo que corresponderían a dímeros de la glicodelina A. 
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Fig. 6.13. Identificación de glicodelina A en secreciones endometriales 
mediante geles bidimensionales. (A) Geles bidimensionales de lavados uterinos 
CTR y LNG. (B) Western Blot con anticuerpo anti-GdA de lavados uterinos CTR y 
LNG. CTR= control, LNG= tratado con levonorgestrel. 
 
 
 

 6.9. Efecto de la glicodelina A sobre la función espermática 

 
Debido a que el patrón de secreción de la glicodelina A cambia con el 

levonorgestrel, se evaluó su posible participación en algunos parámetros 

funcionales de los espermatozoides. En la figura 6.14 se muestra que el porcentaje 

de espermatozoides móviles no se modifica luego de incubar 3 horas a diferentes 

concentraciones de glicodelina A en comparación con su grupo control. 
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Fig. 6.14. Efecto de glicodelina A (GdA) sobre la movilidad de 
espermatozoides. t=3h. n=7. Se muestran las medias + EE.  No se observaron 
diferencias significativas entre los grupos.  

 

 

En la figura 6.15 se muestra el efecto de la glicodelina A en la fosforilación de 

tirosinas. Tanto en el Western blot representativo (Fig. 6.15.A) como en la 

densitometría a partir de tres experimentos (Fig. 6.15.B) se puede observar que en 

ausencia de glicodelina A la fosforilación a las 3 horas de incubación es mayor que 

al tiempo 0. Por su parte, las diferentes concentraciones de glicodelina A probadas 

no alteraron el patrón ni la abundancia de la fosforilación de tirosinas de las 

proteínas.  

 

En cuanto a la reacción acrosomal, en la figura 6.16 se muestra que la reacción 

acrosomal espontánea no cambia con ninguna de las concentraciones de 

glicodelina A evaluadas. Por otra parte, la reacción acrosomal inducida por CaI es 

mayor a la espontánea en el control correspondiente en todas las condiciones 

evaluadas, lo que indica que la glicodelina A no afecta este proceso.  
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Fig. 6.15. Efecto de glicodelina A (GdA) sobre la fosforilación en tirosinas de 
proteínas espermáticas. (A) Western blot representativo de la fosforilación de 
tirosinas. (B) Análisis densitométrico de la abundancia de fosfotirosinas, 
normalizado por la señal de tubulina (pY/tub). Se muestran las medias + EE. n=3. 
(a) p<0.05. 
 

 

50

100

75

P
M

 (
k
D

a
)

GdA (µg/ml)                                                                         

Fosfotirosinas

β-tubulina

0         0       10       20      40      60 

0

0.5

1

1.5

2

0 0 10 20 40 60

D
e

n
s
id

a
d

 r
e

la
ti
v
a

 (
p

Y
/t

u
b

)

t = 0h t = 3h

GdA (µg/ml)                                                                         

t = 0h t = 3h

A

B

a



45 

 

 

Fig. 6.16. Efecto de glicodelina A (GdA) sobre la reacción acrosomal 
espontánea (RA esp) e inducida por ionóforo de calcio (RA-CaI), t=3h, n=7. Se 
muestran las medias + EE. (a) p<0.05. 
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7. DISCUSIÓN 

 

El levonorgestrel como anticonceptivo de emergencia es frecuentemente utilizado 

por su alta efectividad para prevenir embarazos no deseados, aunque su 

mecanismo de acción no se ha dilucidado completamente. Existe evidencia de que 

esta progestina puede modificar el patrón de secreción de proteínas endometriales 

[21], por lo que se ha sugerido que las proteínas secretadas podrían ser mediadores 

de sus efectos anticonceptivos, principalmente en la regulación de la capacidad 

fecundante del espermatozoide. 

 

Debido a que la mayoría de las proteínas de secreción se encuentran glicosiladas 

[78] y que su actividad biológica depende de los carbohidratos que las componen, 

los cambios observados en el patrón de glicosilación de las proteínas con el 

tratamiento con levonorgestrel podrían tener implicaciones en la actividad biológica 

de las proteínas. A este respecto, se ha mostrado que la glicodelina A y F son 

abundantes en ácidos siálicos y manosas, los cuales se unen al espermatozoide y 

así inhiben su interacción con la zona pelúcida. Cuando estas glicoproteínas son 

desglicosiladas pierden la capacidad de afectar esta interacción, lo que sugiere que 

los carbohidratos son importantes para las funciones biológicas de las proteínas [80, 

81].  

 

Las proteínas endometriales secretadas durante la ovulación podrían ser 

importantes para que el espermatozoide adquiera la habilidad de fecundar al 

ovocito. En este estudio se observó que el tratamiento con levonorgestrel disminuyó 

la abundancia de la mayoría de las proteínas secretadas por el endometrio. Una de 

las proteínas que disminuyó con el levonorgestrel fue la albúmina (o algunas de sus 

variantes), la cual es fundamental en el proceso de capacitación al remover las 

moléculas de colesterol que se encuentran en la cabeza de los espermatozoides 

[32]. Por lo tanto, es posible que la disminución de la albúmina en las secreciones 

uterinas derivadas del tratamiento tenga implicaciones importantes para la 

fecundación. 
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Otra proteína que disminuyó con el tratamiento fue el precursor de serotransferrina. 

Una proteína que pertenece a la familia de las serotransferrinas es la lactoferrina, la 

cual está presente en los lavados uterinos y mostró un aumento con el 

levonorgestrel. Esta proteína se ha descrito en las secreciones del oviducto [68] y 

en el semen [82]. En el presente trabajo observamos la presencia de lactoferrina en 

secreciones obtenidas del útero, lo que sugiere que las células endometriales 

también son capaces de secretar esta proteína, o bien la lactoferrina secretada en el 

oviducto difunde hasta el útero. En cuanto a esto, estudios previos han mostrado 

por medio de inmunohistoquímica la presencia de lactoferrina en tejido endometrial 

en las diferentes fases del ciclo menstrual [83, 84], lo cual sugiere su posible 

secreción por estas células.  

 

Por otra parte, en este trabajo observamos que la lactoferrina se une a la pieza 

media y al flagelo del espermatozoide, lo cual nos permite pensar que la lactoferrina 

podría ejercer algún efecto biológico en el gameto. Este resultado concuerda con lo 

observado por Wang y colaboradores [85], quienes mostraron que la lactoferrina se 

une al flagelo cuando transita por el tracto reproductor masculino. Por otra parte, se 

ha mostrado la presencia de un receptor a lactoferrina en el espermatozoide, el cual 

se transcribe y sintetiza a nivel testicular y se encuentra anclado a la membrana 

plasmática de la cabeza y pieza media [86], mismo que podría mediar los efectos 

biológicos de la lactoferrina sobre el gameto. 

 

La concentración de lactoferrina en lavados uterinos es desconocida. Sin embargo 

para evaluar los posibles efectos biológicos de esta proteína sobre la función 

espermática se utilizaron concentraciones en las que se ha demostrado que es 

capaz de inhibir la interacción del espermatozoide con la zona pelúcida [68] y otras 

superiores, observándose que fue capaz de disminuir la fosforilación en tirosinas de 

proteínas espermáticas, así como la reacción acrosomal inducida por CaI. Es 

posible sugerir que la lactoferrina al interactuar con la pieza media y el flagelo del 

espermatozoide interfiera con las vías de señalización asociadas a la fosforilación 

de proteínas. En cuanto a esto, existe evidencia que indica que la lactoferrina es 
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capaz de modular la fosforilación en diferentes modelos celulares. Xiao y 

colaboradores [87] mostraron que la incubación de lactoferrina con células de 

cáncer disminuye la fosforilación de la proteína cinasa B, necesaria para el 

crecimiento celular. Los autores sugieren que este efecto podría estar modulado por 

la disminución en la fosforilación de algunas proteínas. Por otra parte, se ha 

mostrado que la incubación de células de hepatocarcinoma con diferentes 

concentraciones de lactoferrina incrementa de manera dosis-dependiente la 

fosforilación de la serina 473 de la proteína cinasa B y de la treonina 172 de la 

proteína cinasa activada por AMP [88]. Los efectos contradictorios de la lactoferrina 

sobre la fosforilación posiblemente sean el resultado de utilizar diferentes modelos 

celulares, a pesar de lo cual parece razonable postular una vía de señalización 

donde la lactoferrina provoque cambios en la fosforilación de proteínas. Por otra 

parte, ya que sólo los espermatozoides capacitados pueden responder al CaI para 

inducir la reacción acrosomal [52], nuestros resultados sobre una disminución en la 

reacción acrosomal inducida en células expuestas a lactoferrina sugieren que la 

lactoferrina podría intervenir en el proceso de la fecundación mediante una 

modulación negativa de la capacitación espermática.  

 

En cuanto a la glicodelina A, nosotros observamos un aumento de esta proteína en 

lavados uterinos por el tratamiento con levonorgestrel, lo cual coincide con trabajos 

previos [21]. Dado que secreción de glicodelina A es regulada por la progesterona, 

la presencia de levonorgestrel en la fase periovulatoria (carente de progesterona) 

podría ser la causante del aumento en la secreción endometrial de esta proteína. La 

detección de proteínas de mayor peso molecular (50 kDa) en la identificación de 

glicodelina A en los lavados uterinos sugiere que esta proteína podría estar 

formando dímeros, ya que se ha reportado que a  pH 7 la glicodelina A forma 

dímeros estables con una conformación beta de hoja plegada [89]. 

 

Investigaciones previas han demostrado que la glicodelina A puede inhibir la 

interacción del espermatozoide con la zona pelúcida [67]. Sin embargo, sus posibles 

efectos sobre otras variables de función espermática no se habían estudiado. En el 
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presente trabajo mostramos evidencias de que la glicodelina A no tiene efecto sobre 

la movilidad, la fosforilación de tirosinas ni la reacción acrosomal espontánea e 

inducida por CaI. Estudios previos han mostrado que esta proteína se une al 

gameto a través de la fucosiltranferasa que se localiza en su membrana plasmática 

[90], por lo que se puede sugerir que la actividad anticonceptiva de la glicodelina A 

podría deberse al bloqueo de la interacción de gametos [67].  

 

Una proteína que disminuyó por acción del levonorgestrel fue la proteína HP. 

Estudios previos han mostrado que el gen HP codifica para una proteína que forma 

la haptoglobina [91]. Esta es una proteína que se une a la hemoglobina plasmática 

libre para promover su degradación [92]. Se ha involucrado a este gen en algunas 

patologías como la nefropatía diabética o con procesos inflamatorios como la 

endometriosis [93]. Estudios previos ya han mostrado la presencia de esta proteína 

en secreciones del oviducto durante la fase secretora [94], pero su posible 

participación en procesos reproductivos no ha sido evaluada. 

 

Los resultados de este trabajo contribuyen al entendimiento de uno de los 

mecanismos de acción del levonorgestrel como anticonceptivo de emergencia, 

favoreciendo que las potenciales usuarias puedan tomar decisiones sobre su uso 

basadas en evidencias. Adicionalmente, la identificación de lactoferrina como una 

proteína moduladora negativa de la capacidad fecundante del espermatozoide abre 

la puerta a nuevas aplicaciones que aprovechen sus propiedades anticonceptivas.   
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8. CONCLUSIONES 

 

- El tratamiento con levonorgestrel indujo cambios en la abundancia relativa de 

algunas proteínas en los lavados uterinos de mujeres, destacando el aumento de 8 

proteínas y la disminución de 26. 

 

- Una de las proteínas que aumentó con el tratamiento con el levonorgestrel fue la 

lactoferrina. Esta proteína inhibió la fosforilación de tirosinas y la reacción acrosomal 

inducida por ionóforo de calcio. Esto sugiere que la lactoferrina podría ser 

parcialmente responsable del efecto anticonceptivo del levonorgestrel por medio de 

sus efectos sobre la capacidad fecundante del espermatozoide.  

 

- Otra proteína que aumenta en los lavados uterinos por efecto del levonorgestrel es 

la glicodelina A. Sin embargo, no tuvo efectos sobre la movilidad, la capacitación y 

la reacción acrosomal espontánea e inducida por ionóforo de calcio. 
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APÉNDICE 1: Composición de medios y soluciones empleadas 
 
 
Solución amortiguadora desnaturalizante:  
Tris-HCl 0.6M pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol, β-mercaptoetanol 
2%. 
 
Buffer de rehidratación: 
Urea 8M, CHAPS 2%, DTT 50 mM, Bio-Lyte 0.2%, azul de bromofenol.  
 
Fluido tubárico humano (HTF):  
KCl 4.69 mM, NaCl 97.8 mM, D-Glucosa 2.78 mM, CaCl2 2.04 mM, MgSO4 0.20 
mM, KH2PO4 0.37 mM, lactato de sodio 21.4 mM, piruvato de sodio 0.33 mM, 
NaHCO3 4.0 mM, HEPES 21.0 mM, gentamicina 10µg/ml, Penicilina/Estreptomicina 
0.25%. pH 7.3. 
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